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DNA-Sequenz und rekombinante Herstellung des 
Graspollen-Aliergens Lol p 4 



Hintergrund der Erfindung 

^ ^ Die vorliegende Erfindang betrifft die Bereitsteliung einer DNA-Sequenz 
des Graspollenhauptallergens Lol p 4. Die Erfindung schlieBt auch Frag- 
mente, Neul<ombinationen von Teilsequenzen und Punl<tmutanten mit hy- 
poallergener Wirl<ung ein. Die rekombinanten DNA-Molel<Qle und die abge- 
leiteten Polypeptide, Fragmente, Neukonnbinationen von Teilsequenzen 
und Varianten kSnnen zur Theraple von pollenallergischen Krankheiten ge- 
nutzt werden. Die rekombinant hergestellten Proteine konnen zur In-vitro- 
und //?-wVo-Diagnostik von PoUenallergien eingesetzt werden. 

20 Allergien vom Typ 1 haben weltweite Bedeutung. Bis zu 20 % der Bevolke- 
rung In industrialisierten Landern leiden unter Beschwerden wie allergi- 
scher Rhinitis, Konjunktivitis oder Bronchialasthma. Diese Allergien werden 
durch in der Luft befindliche Allergene (Aeroallergene), die von Queilen un- 
terschiedlicher Herkunft wie Pflanzenpoilen, Mllben. Katzen oder Hunden 
frelgesetzt werden, hervorgerufen. Bis zu 40 % dieser Typ 1-Allergiker wie- 
derum zeigen spezifiscFle IgE-Reaktivitat mit Graserpollenallergenen 
(Freidhoff eta!., 1986, J. Allergy Clin. Immunol. 78. 1190-2001). 

30 Bel den Typ 1-Allergie auslSsenden Substanzen handelt es sich urn Protei- 
ne, Glykoproteine oder Polypeptide. Diese Allergene reagieren nach Auf- 
nahme Ober die Schleimhaute mit den bei sensibilisierten Personen an der 
Oberflaciie von Mastzellen gebundenen IgE-MolekQIen. Werden zwei IgE- 

35 Molekule durch ein Allergen miteinander vernetzt, fuhrt dies zur AusschQt- 
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tung von Mediatoren (z. B. Histamin, Prostaglandine) und Zytokinen durch 
die Effektorzelle und dam it zu den ent- 
sprechenden klinischen Symptonnen. 

5 

In Ablianglgkeit von der relativen Haufigkeit mit der die einzelnen Aller- 
genmolekQIe mit den IgE-Antikorpem von Allergikern reagleren, wind zwi- 
schen Major- und Minorallergenen unterscliieden. 

10 FQr das Weidelgras {Lolium perenne) wurde das Lol p 1 als ein Hauptaller- 
gen identifiziert (Freidlioff et aL, 1986, J. Allergy Clin. 78:1190-1201) und 
seine Primarstruktur aufgeklart (Perez et al., 1990, J, Biol. Chem. 
265:16210-16215). Ein weiteres Hauptallergen ist das Lol p 2 (Freidhoff et 

-jg al., 1986, J. Allergy Clin. 78:1190-1201) dessen Primarstruktur 1993 be- 
schrieben wurde (Ansari et a!., 1989, J. Biol. Chem.: 264:1 1 181-1 1 185). 
Ein weiteres Hauptallergen des Weidelgrases ist das Lol p 5 (Mattiesen 
und Lowenstein 1991, Clin. Exp. Allergy 21: 297-307). Die Primarstruktur 
von Lol p 5 ist ebenfalls bekannt (Ong et al., 1993, Gene 134:235-240). 

20 

Das Weidelgras enthalt weiterhin die Hauptallergene der Gruppen 4 (Fahl- 
busch et al. 1998, Clin. Exp. Allergy 28: 799-807) und 13 (Petersen et al., 
2001, J. Allergy Clin. Imm. 107:856-862). 

25 Das Lol p 4 ist ein typisches basisches Glykoprotein (Jaggi et al, 1 989, Int. 

Arch. Allergy Appl. Immunol. 89:342-348, Jaggi etal., 1989, J. Allergy Clin. 

Immunol. 83:845-852) und hinsichtlich der Kreuzreaktivitat mit spez. IgE- 

Antikorpern mit dem gut untersuchten Phi p 4, Cyn d 4 und Dac g 4 zu ver- 
30 gleichen (Haavik et al., 1985, Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 78:260-268; 
. Su et al., 1991, Clin. Exp. Allergy 21:449-455; Leduc-Brodard et al.. 1996, 

J. Allergy Clin. Immunol. 98:1065-1072; 14-17). 

Diese homologen MolekOle der Poaceae bilden die Allergengruppe 4, de- 

35 

ren Molekule eine hohe immunologische Kreuzreaktivitat untereinander 
sowohl mit monoklonalen Mausantikorpern als auch mit humanen IgE- 
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Antikorpern aufweisen (Fahlbusch et al., 1993 Clin. Exp. Allergy 23:51-60; 
Leduc-Brodard etal., 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 98:1065-1072; Su et 
al., 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 97:210; Fahlbusch et al., 1998, Clin. 
Exp. Allergy 28:799-807; Gavrovic-Jankulovlcetal., 2000, Invest. Allergol. 

6 

Clin. Immunol. 10 (6):361-367; Stumvoll et al. 2002, Biol. Chem. 383:1383- 
1396; Grote et al., 2002, Biol. Chem. 383:1441-1445; Andersson und Lid- 
holm, 2003, Int. Arch. Allergy Immunol. 130:87-107; Mari, 2003, Clin. Exp. 
Allergy, 33 (1):43-51). . 

10 

Im Gegensatz zu den obengenannten Hauptallergenen Lol p 1, Lol p 2, 
Lol p 5 von Lolium perenne ist die Primarstruktur von Lol p 4 noch nicht 
aufgeklart. 

15 

Von dem Gruppe-4 Allergen aus Dactylus glomerate sind bisher lediglich 

Peptide durch enzymatischen Abbau gewonnen und sequenziert worden: 

DIYNYMEPYVSK, 

VDPTDYFGNEQ, 

ARTAWVDSGAQLGELSY 

und GVLFNIQYVNYWFAP (Leduc-Brodard et al., 1996, J. Allergy Clin. 
Immunol. 98: 1065-1072). 

Auch vom Gruppe-4 Allergen des subtropischen Bermuda-Grases {Cyno- 
25 don dactylon) sind durch Proteolyse Peptide erhalten und sequenziert wor- 
den: 

KTVKPLYIiTP, 

KQVERDFLTSLJKDIPQLYLKS. 
30 TVKPLYIITPITAAMI, 

LRKYGTAADNVIDAKWDAQGRLL, 
KWQTVAPALPDPNM. 
VTWIESVPYIPMGDK. 
GTVRDLLXRTSNIKAFGKY, 

35 

TSNIKAFGKYKSDYVLEPIPKKS, 
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YRDLDLGVNQWG, 
SATPPTHRSGVLFNI, 

und AAAALPTQVTRDIYAFMTPYVSKNPRQAYVNYRDLD (Liaw et aL, 
2001, Biochem. Biophys. Research Communjcation 280: 738-743). 

5 

Fur Lolium perenne wurden fur das basische Gruppe-4 Allergen Peptid- 
fragmente mit den folgenden Sequenzen beschrieben: FLEPVLGLIFPAGV 
und GLIEFPAGV (Jaggi et aL, 1989, Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 89: 
10 342-348). 

Diese beschriebenen Peptidsequenzen fur Lolium perenne und andere 
Gruppe-4 Allergene haben jedoch bisher nicht zur Aufklarung der Primar- 
^ g struktur des Lol p 4 Allergens gefuhrt. 

Als erste Sequenz eines Allergens der Gruppe 4 wurde von den Erfindern 
der vorliegenden Patentanmeldung die noch unveroffentlichte Sequenz des 
Phi p 4 aus Phleum pretense aufgeklart und in der internationalen Anmel- 
dung PCT/EP03/06092 beschrieben. 



20 




Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand daher 
in der Bereitstellung einer DNA-Sequenz des Lol p 4-Gens, kodierend fur 
25 ein Allergen mit den immunologischen Eigenschaften des Lol p 4, sowie ei- 
ner entsprechenden rekombinanten DNA, auf deren Grundlage das Aller- 
gen als Protein exprimiert und einer pharmakologisch bedeutsamen Ver- 
wertung als solches oder in veranderter Form zuganglich gemacht warden 
kann. Die Sequenz des Phi p 4 war Ausgangspunkt fur die vorliegende Er- 
findung. 



30 



35 
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Verzeichnis der Abbildungen 

Abbildung 1: DNA-Sequenz aus dem Lol p 4-Gen. 

5 

Abbildung 2: Aus der DNA-Sequenz gemaB Abb. 1 abgeleitete Protein- 
Sequenz. 

Abbildung 3: DNA-Sequenz, zusammengesetzt aus den Nukleotiden 1- 
1 0 200 des Phi p 4 (gemaS Abb. 5), 201-1472 des Lol p 4 sowie 1473-1503 
des Phi p 4 (gemaR Abb. 5). Die aus Phi p 4 stammenden Komponenten 
sind in kleinen, die aus Lol p 4 stammenden Komponenten in groSen Buch- 
staben dargestelit. 




15 



20 




Abbildung 4: Proteinsequenz, zusammengesetzt aus den Aminosauren 1- 
67 des Phi p 4 (gemalS Abb. 6), 68-490 des Lol p 4 sowie 491-500 des Phi 
p 4 (gemaB Abb. 6) mit den Eigenschaften, insbesondere immunologi- 
schen Eigenschaften des Lol p 4, kodiert von der DNA-Sequenz gemaS 
Abb. 3, Die aus Phi p 4 stammenden Komponenten sind in kleinen, die aus 
Lol p 4 stammenden Komponenten in groRen Buchstaben dargestelit. 



Abbildung 5: DNA-Sequenz des Phi p 4, gemali SEQ ID NO 5 aus der 
25 PCT/EP03/06092. 

Abbildung 6: Proteinsequenz des Phi p 4, gemaS SEQ ID NO 6 aus der 
PCT/EP03/06092. 

30 



35 
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Beschreibung der Erfindung 

Mit der vorliegenden Erfindung wird nun erstmals eine DNA-Sequenz des 
Graspollenhauptallergens Lol p 4 bereit gestellt (Abb. 1), die fur ein Aller- 

5 

gen mit den innmunologisclien Eigenschaften des Lol p 4 l^odiert. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein DNA-l\/lolel<:ul ent- 
sprechend einer Nukleotidsequenz gemaB Abb. 1 . 

Weiterhin ist Gegenstand der Erfindung ein DNA-Molekul entsprechend ei- 
10 ner Nukleotidsequenz gemaS Abb, 3, zusammengesetzt aus den Nukleoti- 
den 1-201 des Phi p 4 (gemali Abb. 5), 202-1470 des Lol p 4 (Abb. 1) so- 
wie 1471-1500 des Phi p 4. . 

-^5 Die Erfindung betrifft weiterhin zu den erflndungsgemaBen DNA- 

Sequenzen homologe Sequenzen bzw. entsprechende DNA-Molekule von 
Gruppe-4-Allergenen aus anderen Poaceae wie beispielsweise Dactylis 
glomerata, Poa pratensis, Cynodon dactylon, Holcus lanatus, Secale cera- 
te, Triticum aestivum und Hordeum vulgare, die aufgrund der bestehenden 

20 

Sequenzhomologie mit den erfindungsgemaSen DNA-Sequenzen unter 
stringenten Bedingungen hybridisieren, bzw. bezuglich Lol p 4 eine immu- 
nologische Kreuzraktivitat aufweisen. 

25 Die Erfindung schlieSt dabei auch Fragmente, Neukombinationen von Teil- 
sequenzen und Punktmutanten mit hypoallergener Wirkung ein. 

Gegenstand der Erfindung sind daher weiterhin entsprechende Teilse- 
quenzen, einer Kombination von Teilsequenzen bzw, Austausch-, Elimie- 
rungs- oder Additionsmutanten, weiche fOr ein immunmodulatorisches, T- 
Zell-reaktives Fragment eines Gruppe-4-Allergens der Poaceae kodieren. 

Mit der Kenntnis der DNA-Sequenz der naturiich vorkommenden Allergene 
ist es nun moglich, diese Allergene als rekombinante Proteine herzustellen, 
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die in der Diagnostik und Therapie von allergischen Erkrankungen Ver- 
wendung finden konnen (Scheiner and Kraft, 1995, Allergy 50: 384-391). 

Ein klassischer Ansatz zur wirksamen therapeutischen Behandlung von Al- 

5 

lergien stellt die Spezifische Immuntherapie Oder Hyposensibilisierung dar 
(Fiebig, 1995, Allergo J, 4 (6): 336-339, Bousquet et ai., 1998, J. Allergy 
Clin. Immunol. 102(4): 558-562). Dabei werden dem Patienten natQrIiche 
Aliergenextrakte in steigenden Dosen subkutan injiziert. Allerdings besteht 
10 bei dieser Methode die Gefalir von allergischen Reaktionen oder sogar ei- 
nes anaphylaktischen Schocks. Um diese Risiken zu minimieren, werden 
innovative Praparate in Form von Allergoiden eingesetzt. Dabei handelt es 
sich um chemisch modifizierte Aliergenextrakte, die deutiich reduzierte IgE- 
^ g Reaktivitat, jedoch identische T-Zell-Reaktivitat im Vergleich zum nicht be- 
handelten Extrakt aufweisen (Fiebig, 1995, Allergo J. 4 (7): 377-382). 
Eine noch weitergehende Therapieoptimierung ware mit rekombinant fier- 
gestellten Allergenen moglich. Definierte, ggfs. auf die individuellen Sensi- 
bilisierungsmuster der Patienten abgestimmte Cocktails von hochreinen, 
rekombinant hergestellten Allergenen konnten Extrakte aus natQrIichen Al- 
lergenquellen ablosen, da diese auSer den verschiedenen Allergenen eine 
groBere Zahl von immunogenen, aber nicht allergenen Begleitproteinen 
enthalten. 

25 Realistische Perspektiven, die zu einer sicheren Hyposensibilisierung mit 
Expressionsprodukten fuhren konnen, bieten gezielt mutierte rekombinante 
Allergene, bei denen igE-Epitope spezifisch deletiert werden, ohne die fur 
die Therapie essentielien T-Zell Epitope zu beeintrachtigen (Schramm et 

3Q al., 1999, J. Immunol. 162: 2406-2414). 

Eine weitere MQglichkeit zur therapeutischen Beeinflussung des gestorten 
TH-Zell-GIeichgewichtes bei Allergikern ist die immuntherapeutische DNA- 
Vakzinierung. Dabei handelt es sich um eine Behandlung mit expressions- 

35 

fahiger DNA, die fur die relevanten Allergene kodiert. Erste experimentelle 
Belege fiir die allergenspezifische Beeinflussung der Immunantwort konnte 



20 
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an Nagern durch Injektion von Allergen-kodierender DNA erbracht werden 
(Hsu et al., 1996, Nature Medicine 2 (5): 540-544). 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein vor- oder nacin- 

5 

stehend bescfiriebenes DNA-Molekul bzw. ein entsprechender rekombi- 
nanter Expressionsvektor als Arzneimittel. 

Die entspreclienden rekombinant iiergestellten Proteine konnen zur Tlie- 
10 rapie sowie zur in vitro- und in wVo-Diagnostik von Pollenailergien einge- 
setzt werden. 

Zur fHerstellung des rekombinanten Allergens wird die klonierte Nukleinsau- 
re in einen Expressionsvektor ligiert und dieses Konstrukt in einem geeig- 
g neten Wirtsorganismus exprimiert. Nach biocfiemisclier Reinigung steht 

dieses rekombinante Allergen zur Detektion von IgE-Antikorpern in etablier- 
ten Verfahren zur Verfugung. 



20 



25 



35 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher weiterhin ein rekombi- 
nanter Expressionsvektor, enthaltend ein vor- oder nachstehend beschrie- 
benes DNA-Molekul, funktionell verbunden mit einer Expressionskontroll- 
sequenz und ein Wirtsorganismus, transformiert mit besagtem DNA- 
Molekul Oder besagtem Expressionsvektor. 



Ebenfalls erfindungsgegenstandlich ist die VenA/endung mindestens eines 
zuvor beschriebenen DNA-Molekuls oder mindestens eines zuvor be- 
schriebenen Expressionsvektors zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
3Q immuntherapeutischen DNA-Vakzinierung von Patienten mit Allergien, an 
deren Auslosung Gruppe-4-Allergene der Poaceae, insbesondere Lol p 4, 
beteiligt sind und/oder zur Prevention solcher Allergien. 



Wie bereits ausgefuhrt kann die Erfindung als eine essentielle Komponente 
in einem rekombinanten allergen- oder nukleinsaurehaltigen Praparat zur 
spezifischen Immuntherapie angewendet werden. Hierbei bieten sich meh- 
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rere Moglichkeiten. Zum einen kann das in der Primarstruktur unveranderte 
Protein Bestandteil des Praparates sein. Zum anderen kann durcii gezielte 
Deletion von IgE-Epitopen des Gesamtmolekuis oder der Herstellung von 
einzelnen Fragmenten, die fur T-Zell Epitope kodieren, erfindungsgemaU 

5 

eine hypoallergene (allergoide) Form zur Therapie venA/endet werden, urn 
unenA/Qnschte Nebenwirkungen zu vermeiden. SchlieSlich wird durcii die 
NukleinsSure an sich, wenn sie mit einem eukaryontischen Expressions- 
vektor ligiert wird, ein Praparat geschaffen, das direkt appliziert den allergi- 
10 schen Immunzustand im therapeutischen Sinne verandert. 

Desweiteren handelt es sich bei der vorliegenden Erfindung urn die von ei- 
nem Oder mehreren der zuvor beschriebenen DNA-Molekule kodierten Po- 
lypeptide, vqrzugsweise in ihrer Eigenschaft als Arzneimittel. 
Insbesondere handelt es sich bei den Polypeptiden um ein Protein ent- 
sprechend einer Aminosauresequenz gemaB Abb. 2 bzw, eines Proteins, 
welches diese Aminosauresequenz oder eInen Tell dieser Sequenz enthalt, 
mit den Eigenschaften, insbesondere immunologischen Eigenschaften des 

20 

Lol p 4 sowie um ein Protein entsprechend einer Aminosauresequenz ge- 
maU Abb. 4 mit den Eigenschaften, insbesondere immunologischen Eigen- 
schaften des Lol p 4, 

25 Die Erfindung betrifft demgemaB auch ein Verfahren zur Herstellung sol- 
cher Polypeptide durch Kultivieren eines Wirtsorganismus und Gewinnung 
des entsprechenden Polypeptides aus der Kultur. 

3Q Ebenfalls erfindungsgegenstandlich ist die Verwendung mindestens eines 
zuvor beschriebenen Polypeptides bzw. Proteins zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Diagnose und/oder Behandlung von Allergien, an deren 
Auslosung Gruppe-4-AIiergene der Poaceae, insbesondere Lol p 4, betei- 
ligt sind sowie zur Pravention solcher Allergien. 

35 
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Bei der Ermittlung der Protein- und DNA-Sequenz des Lol p 4 wurde wie 
folgt vorgegangen: 

Die erfindungsgemaBe Lol p 4-DNA-Sequenz gemSS Abb. 1 wurde durch 

5 

PGR mit spezifischen Primern (Tab. 1), die von der PliI p 4 Sequenz, wie in 
der PCT/EP03/06092 beschrieben, abgeleitet wurden, amplifiziert, kloniert 
und sequenziert. Insgesamt wurden 7 Klone analysiert. Die Analyse der 
Klone ergab eine einheitliche Sequenz. Drei Lol p 4-DNA-Sequenzen wur- 

10 den durch PGR mit den Primern #87 und #83 erhalten. Die mit diesen Pri- 
mern amplifizierte Lol p 4-DNA-Sequenz kodiert fur die korrespondierenden 
Aminosauren 68-401, bezogen auf die Nummerierung des reifen Phi p 4 
(Abb. 6). Zwei weitere Klone wurden durch PGR mit den Primern #87 und 

^5 #189 erhalten. Die mit diesen Primern amplifizierte Lol p 4-DNA-Sequenz 
kodiert fQr die korrespondierenden Aminosauren 68-490 (Nummerierung 
entsprechend Phi p 4-Sequenz). Zwei Klone wurden durch PGR mit den 
Primern #87 und #131 erhalten. Die amplifizierte Lol p 4-DNA-Sequenz ko- 
diert ebenfalls fur die korrespondierenden Aminosauren 68-490 (Numme- 

20 

rierung entsprechend Phi p 4-Sequenz). Die Primer #131 und #189 ent- 
sprechen den Godons fur die letzten 10 Aminosauren des Phi p 4 Proteins 
und uberspannen das Stoppcodon. 

25 Die erfindungsgema&e DNA-Sequenz gemaB Abb. 3 wurde nach an sich 
bekannten Methoden erhalten (PGR-Technik mit uberlappenden Primern). 

Zur Herstellung der rekombinanten erfindungsgemaSen Allergene wurden 
2Q die DNA-Sequenzen gemaS Abb. 1 bzw. 3 in Expressionsvektoren (z.B. 
pProEx, pSE 380) eingebaut. Fur die aus der Proteinsequenzierung be- 
kannten N-terminalen Aminosauren wurden E. co// optimierte Godons ver- 
wendet. 

35 

Nach der Transformation in E. co//, der Expression und der Reinigung der 
rekombinanten erfindungsgemaSen Allergene durch verschiedene Trenn- 
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techniken wurde die erhaltenen Proteine einem Refoldingprozess unterwor- 
fen. 

Beide Allergene kOnnen zur hochspezifischen Diagnostik von Graspollenal- 
lergien eingesetzt werden. Diese Diagnostik kann in vitro durch die Detekti- 

5 

on von spezifischen Antikorpern (IgE, IgGI - 4, IgA) und die Reaktion mit 
IgE-beladenen Effektorzellen (z. B. Basophile aus dem Blut) oder in vivo 
durch Hauttest-Reaktionen und Provokation am Reaktionsorgan erfolgen. 

1 0 Die Reaktion der erfindungsgemaSen Allergene mit T-Lymphozyten von 
Graspolienaiiergikern konnen durch die allergenspezifische Stimulierung 
der T-Lymphozyten zur Proliferation und Zytokinsynthese sowohl mit T- 
Zellen in frisch praparierten Blutlymphozyten als auch an etablierten nLol p 
4-reaktiven T-Zeli-Unien und -Klonen nachgewiesen werden. 

Durch ortsgerichte Mutagenese wurden die fur die Cysteine kodierenden 
Tripletts so verSndert, dass sie fQr andere Aminosauren, bevorzugt Serin, 
kodieren. Es wurden sowohl Varianten hergestellt, bei denen einzelne 
Cysteine ausgetauscht wurden, als auch seiche, bei denen verschiedene 
Kombinationen von 2 Cysteinresten bzw. alle Cysteine verandert wurden. 
Die exprimierten Proteine dieser Cysteinpunktmutanten weisen eine stark, 
reduzierte bzw. fehlende Reaktivitat mit IgE-Antikorpem von Allergikern 
25 auf, reagieren jedoch mit den T-Lymphozythen dieser Patienten. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist daher weiterhin ein vor- oder 
nachstehend beschriebenes DNA-MolekQI, bei dem durch ortsgerichtete 
2Q Mutagenese einer, mehrere oder alle Cystein-Reste des entsprechenden 
Polypeptids gegen eine andere Aminosaure ausgetauscht wurden. 

Die immunmodulatorische Aktivitat von hypoallergenen Fragmenten, die 
Polypeptiden mit T-Zell-Epitopen entsprechen, sowie die der hypoallerge- 
nen Punktmutanten (z.B. Cystein-Austausche) kann durch ihre Reaktion 
mit T-Zellen von Graspolienaiiergikern nachgewiesen werden. 



20 
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Solche hypoallergenen Fragmente bzw. Punktmutanten der Cysteine kon- 
nen als Praparate zur Hyposensibilisierung von Allergikern eingesetzt wer- 
den, da sie mit gleicher Effektivitat mit den T-Zellen reagieren, jedoch auf- 
grund der verminderten oder ganz fehlenden IgE-Reaktivit§t zu geringeren 
IgE-vermittelten Nebenwirkungen fuhren. 

Werden die fur die erfindungsgemaRen hypoallergenen Allergen-Varianten 
10 kodierenden Nukleinsauren oder die unveranderten erfindungsgemafien 

DNA-Molekule mit einem humanen Expressionsvektor ligiert, konnen diese 
Konstrukte ebenfalls als Praparate fiir eine Immuntherapie (DNA- 
Vakzinierung) angewendet werden. 

15 

SchlieBlich sind Gegenstand der voriiegenden Erfindung pharmazeutische 
Zubereitungen, enthaitend nnindestens ein zuvor beschriebenes DNA- 
Molekul Oder mindestens einen zuvor beschriebenen Expressionsvektor 
und gegebenenfalls weitere Wirk- und/oder Hilfsstoffe zur innmuntherapeu- 
tischen DNA-Vakzinierung von Patienten mit Allergien, an deren Auslosung 
Gruppe-4-Allergene der Poaceae, insbesondere Lol p 4, beteiligt sind 
und/oder zur Prevention solcher Allergien. 

25 Eine weitere Gruppe von erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zuberei- 
tungen enthalt anstelle der DNA mindestens ein zuvor beschriebenes Po- 
lypeptid und eignet sich zur Diagnose und/oder Behandlung besagter Al- 
lergien. 

30 

Pharmazeutische Zubereitungen im Sinne der voriiegenden Erfindung ent- 
haitend als Wirkstoffe ein erfindungsgemaBes Polypeptid oder einen Ex- 
pressionsvektor und/oder deren jeweilige pharmazeutisch venwendbaren 
Derivate, einschlieSlich deren Mischungen in alien Verhaltnissen. Hierbei 
konnen die erfindungsgemaSen Wirkstoffe zusammen mit mindestens ei- 
nem festen, flussigen und/oder halbflussigen Trager- oder Hilfsstoff und 



Daickdatum: 16.12,2003 
Speicherdatum: 15.12.2003 



l03-214JS.doc 



13/25 



- 13" 



gegebenenfalls in Kombination mit einem oder mehreren weiteren Wirk- 
stoffen in eine geelgnete Dosierungsform gebracht warden. 
Als Hilfsstoffe sind immunstimulierende DNA oder Oligonul^Ieotide mit 
CpG-Motiven besonders geeignet. 

5 

Diese Zubereitungen konnen als Tfierapeutika oder Diagnostika in der 
Human- oder Veterinarmedizin verwendet werden. Als Tragerstoffe kom- 
men organische oder anorganische Substanzen in Frage, die sich fur die 

10 parenterale Applikation eignen und die Wirkung des erfindungsgemaBen 
Wirkstoffs nicht negativ beeinfiussen. Zur parenteralen Anwendung dienen 
insbesondere Losungen, vorzugsweise olige oderwassrige Losungen, fer- 
ner Suspensionen, Emuisionen oder Impiantate. Der erfindungsgema&e 

^ g Wirkstoff kann auch lyophilisiert und die erhaltenen Lyophilisate z.B. zur 

Herstellung von Injektionspraparaten verwendet werden. Die angegebenen 
Zubereitungen konnen sterilisiert sein und/oder Hilfsstoffe wie Konservie- 
rungs-, Stabilisierungs- und/oder Netzmittel, Emulgatoren, Saize zur Beein- 
flussung des osmotischen Druckes, Puffersubstanzen und/oder mehrere 

20 

weitere Wirkstoffe enthalten. 

Weiterhin konnen durch entsprechende Formulierung des erfindungsge- 
maSen Wirkstoffs Depotpraparate - zum Beispiel durch Adsorption an Alu- 
miniumhydroxid - erhalten werden. 

25 

Die Erfindung dient somit auch zur Verbesserung der in vitro Diagnostik im 
Rahmen einer Allergen-Komponenten auflosenden Identifizierung des pati- 
entenspezifischen Sensibilisierungsspektrums. Die Erfindung dient eben- 
2Q falls zur Herstellung von deutlich verbesserten Praparaten zur spezifischen 
Immuntherapie von Graserpollenallergien. 



35 



Druckdatum: 16.12.2003 
Speicherdatum: 15.12.2003 



2002 • l03-214JS.doc 14/25 



- 14- 



Tabelle 1 Verwendete Primer 



5 



Prlmer- 
nummer 


Sequenz 


#83 


GGCTCCCGGGGCGAACCAGTAG 


#87 


ACCAACGCCTCCCACATCCAGTC 


#131 


GATAAGCTTGAATTCTGATTAGTACTTTTTGATCAGCGGCG 
GGATGCTC 


#189 


GATAAGCTTCTCGAGTGATTAGTACTTTTTGATCAGCGGCG 
GGATGCTC 



10 




30 
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15 
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35 
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Patentanspruche 

1. Ein DNA-MolekQI entsprechend einer Nukleotidsequenz, ausgewShlt . 
iaus einer der In den Abbildungen 1 und 3 dargestellten Sequenzen. 

2. Ein DNA-Molel<ui, das mit einem DNA-IV!olel<ul gemaS AnsprucFi 1 unter 
strlngenten Bedingungen liybridisiert und von DNA-Sequenzen von Po- 
aceae-Spezies abstammt. 

3. Ein DNA-Molel<QI, I<odierend fur ein Polypeptid, welches mit dem Majo- 
rallergen Lol p 4 aus Lolium perenne immunologisch kreuzreagiert, und 
von DNA-Sequenzen von Poaceae-Spezies abstammt! 

4. Ein DNA-IVIolekQI, entsprecliend einer Teiisequenz oder einer Kombina- 
tion von Teilsequenzen nacii einem oder mePireren der AnsprQclie 1 bis 
3, welciies far ein immunmodulatorisciies, T-Zell-reaktives Fragment 
eines Gruppe-4-Poaceae-Allergens kodiert, 

5. Ein DNA-IVIolekQI, entsprecliend einer Nukleotidsequenz gemSG. einem 
Oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, kodierend fur ein Immunmoduia- 
torisciies T-Zell reaktives Fragment, dadurch gekennzeichnet, daR be- 
sagte Nukleotidsequenz durch gezielte Mutation einzelner Codons, Eli- 
minierung oder Addition gezlelt verSndert wurde. 



6. Ein DNA-MolekQI gem§S Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daS die 
30 besagte Mutation zum Austausch eines, mehrerer oder aller Cysteine 

des entsprechenden Polypeptids gegen eine andere Aminosaure fQhrt. 



7. Ein rekombinanter DNA-Expressionsvektor oder ein Klonierungssystem, 
enthaltend ein DNA-Molekul gemaS einem oder mehreren der Anspru- 
che 1 bis 6, funktionell verbunden mit einer Expressionskontrollse- 
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quenz. 

8. Ein Wirtsorganismus, transformiert mit einem DNA-Molekul gemaB ei- 
nem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 6 oder einem Expressionsvek- 
tor gemaB Anspruch 7. 

9. Ein Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids, kodiert durch eine 
DNA-Sequenz gemaB einem oder meiireren der AnsprQche 1 bis 6, 
durch Kultivieren eines Wirtsorganismus gemaf2) Anspruch 8 und Ge- . 
winnung des entsprechenden Polypeptids aus der Kuitur. 

10. Ein Polypeptid, welches von einer DNA-Sequenz gemaS einem oder 
mehreren der AnsprQche 1 bis 6 kodiert wird. 

1 1 . Ein Polypeptid gemaB Anspruch 1 0 als Arzneimittel. 

12. Eine pharmazeutische Zubereitung, enthaltend mindestens ein Poly- 
peptid gemaiJ Anspruch 1 1 und gegebenenfalls weitere Wirk- und/oder 
Hilfsstoffe zur Diagnose und/oder Behandlung von Allergien, an deren 
Auslosung Gruppe-4-Allergene der Poaceae beteiligt sind. 

^^^25 13. Verwendung mindestens eines Polypeptids gema& Anspruch 1 1 zur 

Herstellung eines Arzneimittels zur Diagnose und/oder Behandlung von 
Allergien, an deren Auslosung Gruppe-4-Allergene der Poaceae betei- 
ligt sind und/oder zur Prevention solcher Allergien. 

30 

14. Ein DNA-Molekul gemaU einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 6 
als Arzneimittel. 

15. Ein rekombinanter Expressionsvektor gemaB Anspruch 7 als Arzneimit- 

35 , , 

tel. 




Oruckdatum: 16.12,2003 
Speicherdatum: 1 5. 1 2.2003 



2002 103-214 JS.doc 1 7/25 




- 17 



16. Eine pharmazeutische Zubereitung, enthaltend mindestens ein DNA- 
Molekul gem§R Anspruch 14 oder mindestens einen Expressionsvektor 
gemaS Anspruch 15 und gegebenenfalls weitere Wirk- und/oder Hilfs- 
stoffe zur immuntherapeutischen DNA-Vakzinierung von Patienten mit 

5 

Allergien, ah deren Auslosung Gruppe-4-AIIergene der Poaceae betei- 
ligt sind und/oder zur Pravention soicher Allergien. 

17. Verwendung mindestens eines DNA-Molekuls gemali Anspruch 14 oder 
10 mindestens eines Expressionsvektors gemali Anspruch 15 zur Herstel- 

lung eines Arzneimittels zur immuntherapeutischen DNA-Vakzinierung 
von Patienten mit Allergien, an deren Auslosung Gruppe-4-Allergene 
der Poaceae beteiligt sind und/oder zur Pravention soicher Allergien. 

15 



20 




25 



30 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Bereitstellung einer DNA-Sequenz 
des Graspollenhauptallergens Lol p 4. Die Erfindung schlieRt auch Frag- 
mente, Neukombinationen von Teilsequenzen und Punktmutanten nnit hy- 
poallergener WIrkung ein. Die rekombinanten DNA-Molekule und die abge- 
leiteten Polypeptide, Fragmente, Neukombinationen von Teilsequenzen. 
und Varianten konnen zur Therapie von pollenallergischen Krankheiten ge- 
nutzt werden. Die rekombinant hergesteliten Proteine kSnnen zur In-vitro- 
und //7-wVo-Diagnostik von Pollenallergien eingesetzt werden. 



20 




30 
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Abbildungen 



5 Abbildung 1 

TGCCGTGGTGTGCGGCCGCCGTTACGACGTCCGCATCCGCGTACGCA 
GCGGCGGGCACGACTACGAGGGCCTCTCGTACCGCTCCCTGCAGCCC 

^ 0 GAGAACTTCGCAGTCGTCGACCTCAACCAGATGCGGGCGGTGTTGGT 
GGACGGTAAGGCCCGCACGGCGTGGGTCGACTCCGGCGCGCAGCTCG 
GCGAGCTCTACTACGCCATCTCCAAGTATAGCCGCACGCTGGCCTTC 
CCGGCAGGCGTTTGCCCGACCATCGGCGTGGGCGGCAACCTCGCGGG 

1 5 CGGCGGCTTCGGTATGCTGCTGCGCAAGTACGGCATCGCCGCAGAGA 
ACGTCATCGACGTGAAGCTCGTCGACGCCAACGGCAAGCTGCACGAC 
AAGAAGTCCATGGGCGACGACCATTTCTGGGCCGTGAGGGGTGGCGG 
CGGCGAGAGCTTCGGCATCGTGGTCTCGTGGCAGGTGAAGCTCCTGC 

20 CGGTGCCTCCCACGGTGACCATCTTCAAGATCCCCAAGTCAGTCAGC 
GAGGGCGCCGTGGACATCATCAACAAGTGGCAACTGGTCGCGCCTCA 
ACTTCCCGCCGACCTCATGATCCGCATCATTGCGATGGGGCCCAAGG 
CCACGTTCGAGGCCATGTACCTCGGCACCTGCAAAACCCTGACGCCG 

25 ATGATGCAGAGCAAGTTCCCCGAGCTTGGCATGAACGCCTCGCACTG 
CAACGAGATGTCATGGATCGAGTCCATCCCCTTCGTCCACCTCGGCC 

atagggattccctggagggcgacctcctcaaccggaacaacaccttc 
aagccctttgcggagtacaaatcggactacgtctacgagccattccc 
caagagcgtgtgggagcagatcttcggcacctggctcgtgaagcctg 
gtgcggggattatgatctttgacccctacggtgccaccatcagcgct 
accccagaagcggcgacgccgttccctcaccgcaagggagtcctctt 
caacatccagtacgtcaactactggttcgctccgggagccggcgccg 
3^ cgcccttgtcatggagcaaggaaatctacaactacatggagccgtac 
gtgagcaagaaccccaggcaggcctacgccaactacagggacatcga 
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CCTCGGGAGGAACGAGGTGGTGAATGGCGTCTCCACCTACAGCAGTG 
GTAAGGTCTGGGGACAGAAATATTTCAAGGGTAACTTCGAGAGGCTC 
GCCATTACCAAGGGCAAGGTGGATCCTACGGATTACTTCAGGAACGA 
GCA 



Abbildung 2 



10 




AVVCGRRYDVRIRVRSGGHDYEGLSYRSLQPENFAVVDLNQMRAVLV 
DGKARTAWVDSGAQLGELYYAISKYSRTLAFPAGVCPTIGVGGNLAG 
GGFGMLLRKYGIAAENVIDVKLVDANGKLHDKKSMGDDHFWAVRGGG 
15 GESFGIWSWQVKLLPVPPTVTIFKIPKSVSEGAVDIINKWQLVAPQ 
LPADLMIRIIAMGPKATFEAMYLGTCKTLTPMMQSKFPELGMNASHC 
.NEMSWIESIPFVHLGHRDSLEGDLLNRNNTFKPFAEYKSDYVYEPFP 
KSVWEQIFGTWLVKPGAGIMIFDPYGATISATPEAATPFPHRKGVLF 
20 NIQYVNYWFAPGAGAAPLSWSKEIYNYMEPYVSKNPRQAYANYRDID 
LGRNEVVNGVSTYSSGKVWGQKYFKGNFERLAITKGKVDPTDYFRNE 




25 Abbildung 3 



tacttcccgccgccggctgctaaagaagacttcctgggttgcctggt 
taaagaaatcccgccgcgtctgttgtacgcgaaatcgtcgccggcgt 

30 atccctcagtcctggggcagaccatccggaactcgaggt.ggtcgtcg 
ccggacaacgtgaagccgctctacatcatcacccccaccaacgtctc 
ccacatccagtcTGCCGTGGTGTGCGGCCGCCGTTACGACGTCCGCA 
TCCGCGTACGCAGCGGCGGGCACGACTACGAGGGCCTCTCGTACCGC 

35 TCCCTGCAGCCCGAGAACTTCGCAGTCGTCGACCTCAACCAGATGCG 
GGCGGTGTTGGTGGACGGTAAGGCCCGCACGGCGTGGGTCGACTCCG 
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GCGCGCAGCTCGGCGAGCTCTACTACGCCATCTCCAAGTATAGCCGC 
ACGCTGGCCTTCCCGGCAGGCGTTTGCCCGACCATCGGCGTGGGCGG 
CAACCTCGCGGGCGGCGGCTTCGGTATGCTGCTGCGCAAGTACGGCA 
TCGCCGCAGAGAACGTCATCGACGTGAAGCTCGTCGACGCCAACGGC 
AAGCTGCACGACAAGAAGTCCATGGGCGACGACCATTTCTGGGCCGT 
GAGGGGTGGCGGCGGCGAGAGCTTCGGCATCGTGGTCTCGTGGCAGG 
TGAAGCTCCTGCCGGTGCCTCCCACGGTGACCATCTTCAAGATCCCC 
AAGTCAGTCAGCGAGGGCGCCGTGGACATCATCAACAAGTGGCAACT 
GGTCGCGCCTCAACTTCCCGCCGACCTCATGATCCGCATCATTGCGA 
TGGGGCCCAAGGCCACGTTCGAGGCCATGTACCTCGGCACCTGCAAA 
ACCCTGACGCCGATGATGCAGAGCAAGTTCCCCGAGCTTGGCATGAA 
CGCCTCGCACTGCAACGAGATGTCATGGATCGAGTCCATCCCCTTCG 
TCCACCTCGGCCATAGGGATTCCCTGGAGGGCGACCTCCTCAACCGG 
AACAACACCTTCAAGCCCTTTGCGGAGTACAAATCGGACTACGTCTA 
CGAGCCATTCCCCAAGAGCGTGTGGGAGCAGATCTTCGGCACCTGGC 
TCGTGAAGCCTGGTGCGGGGATTATGATCTTTGACCCCTACGGTGCC 
ACCATCAGCGCTACCCCAGAAGCGGCGACGCCGTTCCCTCACCGCAA 
GGGAGTCCTCTTCAACATCCAGTACGTCAACTACTGGTTCGCTCCGG 
GAGCCGGCGCCGCGCCCTTGTCATGGAGCAAGGAAATCTACAACTAC 
ATGGAGCCGTACGTGAGCAAGAACCCCAGGCAGGCCTACGCCAACTA 
CAGGGACATCGACCTCGGGAGGAACGAGGTGGTGAATGGCGTCTCCA 
CCTACAGCAGTGGTAAGGTCTGGGGACAGAAATATTTCAAGGGTAAC 
TTCGAGAGGCTCGCCATTACCAAGGGCAAGGTGGATCCTACGGATTA 
2Q CTTCAGGAACGAGCAgagcatcccgccgctcatcaaaaagtactga 
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Abbiidung 4 

yfpppaakedflgclvkeipprllyaksspaypsvlgqtirnsrwss 
5 pdnvkplyiitptnvshiqsAVVCGRRYDVRIRVRSGGHDYEGLSYR 
SLQPENFAVVDLNQMRAVLVDGKARTAWVDSGAQLGELYYAISKYSR 
TLAFPAGVCPTIGVGGNLAGGGFGMLLRKYGIAAENVIDVKLVDANG 
KLHDKKSMGDDHFWAVRGGGGESFGIVVSWQVKLLPVPPTVTIFKIP 
10 KSVSEGAVDIINKWQLVAPQLPADLMIRIIAMGPKATFEAMYLGTCK 
TLTPMMQSKFPELGMNASHCNEMSWIESIPFVHLGHRDSLEGDLLNR 
NNTFKPFAEYKSDYVYEPFPKSVWEQIFGTWLVKPGAGIMIFDPYGA 
TISATPEAATPFPHRKGVLFNIQYVNYWFAPGAGAAPLSWSKEIYNY 
-j 5 MEPYVSKNPRQAYANYRDIDLGRNEVVNGVSTYSSGKVWGQKYFKGN 
FERLAITKGKVDPTDYFRNEqsipp 
likky 



20 




Abbiidung 5 



tacttcccgccgccggctgctaaagaagacttcctgggttgcctggt 
25 taaagaaatcccgccgcgtctgttgtacgcgaaatcgtcgccggcgt 
atccctcagtcctggggcagaccatccggaactcgaggtggtcgtcg 
ccggacaacgtgaagccgctctacatcatcacccccaccaacgtctc 
ccacatccagtccgccgtggtgtgcggccgccgccacagcgtccgca 
30 tccgcgtgcgcagcggcgggcacgactacgagggcctctcgtaccgg 
tctttgcagcccgagacgttcgccgtcgtcgacctcaacaagatgcg 
ggcggtgtgggtggacggcaaggcccgcacggcgtgggtggactccg 
gcgcgcagctcggcgagctctactacgccatctataaggcgagcccc 
35 acgctggcgttcccggccggcgtgtgcccgacgatcggagtgggcgg 
caacttcgcgggcggcggcttcggcatgctgctgcgcaagtacggca 
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tcgccgcggagaacgtcatcgacgtgaagctcgtcgacgccaacggc 
aagctgcacgacaagaagtccatgggcgacgaccatttctgggccgt 
caggggcggcgggggcgagagcttcggcatcgtggtcgcgtggcagg 

g tgaagctcctgccggtgccgcccaccgtgacaatattcaagatctcc 
aagacagtgagcgagggcgccgtggacatcatcaacaagtggcaagt 
ggtcgcgccgcagcttcccgccgacctcatgatccgcatcatcgcgc 
aggggcccaaggccacgttcgaggccatgtacctcggcacctgcaaa 
accctgacgccgttgatgagcagcaagttcccggagctcggcatgaa 
cccctcccactgcaacgagatgtcatggatccagtccatccccttcg 
tccacctcggccacagggacgccctcgaggacgacctcctcaaccgg 
aacaactccttcaagcccttcgccgaatacaagtccgactacgtcta 

-|5 ccagcccttccccaagaccgtctgggagcagatcctcaacacctggc 
tcgtcaagcccggcgccgggatcatgatcttcgacccctacggcgcc 
accatcagcgccaccccggagtccgccacgcccttccctcaccgcaa 
gggcgtcctcttcaacatccagtacgtcaactactggttcgccccgg 

20 gagccgccgccgcgcccctctcgtggagcaaggacatctacaactac 
atggagccctacgtgagcaagaaccccaggcaggcgtacgcaaacta 
cagggacatcgacctcggcaggaacgaggtggtcaacgacgtctcca 
cctacgccagcggcaaggtctggggccagaaatacttcaagggcaac 

25 ttcgagaggctcgccattaccaagggcaaggtcgatcctaccgacta 
cttcaggaacgagcagagcatcccgccgctcatcaaaaagtactga 



30 
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Abbildung 6 

YFPPPAAKEDFLGCLVKEIPPRLLYAKSSPAYPSVLGQTIRNSRWSS 
5 PDNVKPLYIITPTNVSHIQSAVVCGRRHSVRIRVRSGGHDYEGLSYR 
SLQPETFAVVDLNKMRAVWVDGKARTAWVDSGAQLGELYYAIYKASP 
TLAFPAGVCPTIGVGGNFAGGGFGMLLRKYGIAAENVIDVKLVDANG 
. KLHDKKSMGDDHFWAVRGGGGESFGIVVAWQVKLLPVPPTVTIFKIS 
10 KTVSEGAVDIINKWQWAPQLPADLMIRIIAQGPKATFEAMYLGTCK 
TLTPLMSSKFPELGMNPSHCNEMSWIQSIPFVHLGHRDALEDDLLNR 
NNSFKPFAEYKSDYVYQPFPKTVWEQILNTWLVKPGAGIMIFDPYGA 
TISATPESATPFPHRKGVLFNIQYVNYWFAPGAAAAPLSWSKDIYNY 
1 5 MEPYVSKNPRQAYANYRDIDLGRNEWNDVSTYASGKVWGQKYFKGN 
FERLAITKGKVDPTDYFRNEQSIPPLIKKY 
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